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論 文 内 容 要 旨
結 言
動 物 界 に は,サ ケ な どの 魚 類 の よ うに一 生 に た だ一 度 だ けす べ ての 卵 母 細 胞
を成 熟 させ て産 卵 す る もの か ら,哺 乳 動 物 の よ うに 一 定 の性 周 期 を保 って一 定
数 の 卵 母 細 胞 の 成 熟 と排 卵 を繰 り返 す もの ま で,卵 形 成 に お い て 多様 に異 な っ
た 生殖 戦 略 を と る動 物 が 存 在 す る。哺 乳 動 物 で は,卵 母 細 胞 は卵 巣 の 卵胞 内 に
存 在 し,卵 胞 細 胞 層 に取 り囲 まれ,発 育 ・成 熟 す る。 この 過 程 で 卵母 細 胞 の 選
択 が行 わ れ る。 その た め,卵 巣 内 に 存 在 す る数 十 万 個 の 卵 母 細 胞 の うち,排 卵
ま で至 る こ との で き る卵 母 細 胞 は1%以 下 に過 ぎず 」 大 部 分 の 卵 母 細 胞 は死 滅
す る。
卵 母 細 胞 の 体 タト成 熟 培 養 は,排 卵 に 至 る過 程 で死 滅 す る卵 母 細 胞 を死 滅 す る
前 に体 タトに取 り.出し,利 用 可 能 な状 態 ま で培 養 す る技 術 で あ り,畜 産 分 野 に お
い て は 卵 巣 内 に存 在 す る大 量 の 卵 母 細 胞 を有 効 に利 用 す る技術 と し'(体タト受:精
技 術 ・体 タト発 生 培 養 技 術 と と もに開 発 され て き た。 しか し,体 タト成 熟 培 養 技 術
で 得 られ た成 熟 卵 母 細 胞 の 受 精 率 ・発 生 率 は低 く,決 して 満足 の い く成 績 が 得
られ て い な い のが 現 状 で あ る。
ブ タ は ウ シ と並 ん で 重 要 な 食 用 家畜'のひ とつ で あ るが,ウ シ と は異 な り多産
動 物 で妊 娠 期 間 も短 く,特 別 な人 為 的 操 作 を行 わ な くて も容易 に 増産 し得 る と
い うこ とか ら,ブ タ卵 母 細 胞 の体 タト成 熟 培 養 技 術 は ウ シ と 比べ て か な り遅 れ て
い る。 さ らに,体 タト成 熟 され たブ タ卵 母 細 胞 で は 多精 子 受 精 や 雄 性 前核 形 成 不
全 とい っ た問 題 が 多 く,現 行 の体 タト成 熟 培 養 技 術 の 改 善 が 強 く望 まれ てい る。
ま た,近 年,ブ タ は食 用 と して だ け で は な く ヒ トへ の 異種 臓 器 提 供 ドナー と し
て も注 目 され てい る。 臓 器 提 供 ドナ ー と して の ブ タ を作 出 す る ため の研 究 で は
早 期 胚 や 成 熟 した卵 母 細 胞 が 大 量 に必 要 と され,こ の よ うな 生物 医 学分 野 の研
究 に お い て もブ タ卵 母 細 胞 の体 タト成 熟 培 養技 術 の確 立 が 求 め られ て い る。 よ り
安 定 して 高 い 発 生率 の得 られ る体 タト成 熟 培 養 技 術 の確 立 の ため に は,体 タトで の
卵 成 熟 の 機 構 につ い て詳 し く知 る こ とが 重 要 か つ 必 要 不可 欠 で あ る と考 え られ
るが,ブ タ の卵 成 熟 機 構 の 詳 細 は未 だ明 らか にな って い な い。
ブ タ 卵 成 熟 過 程 に お い て,卵 丘 細 胞 一卵 母 細胞 複 合 体(COCs)の卵 丘 細 胞 が
著 し く膨 化 す る現 象 が観 察 され る。 この 現 象 は卵 丘 膨 化 と呼 ば れ る。 卵 丘 膨 化
は,ほ と ん どの哺 乳動 物 の 卵 成 熟 過 程 で 共 通 に観 察 され る ことや,体 内 に お け
る 卵成 熟 過 程 の み な らず体 タト成 熟 培 養 した時 に も観 察 され る こ とか ら,卵 成 熟
機 構二で 重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが 推 察 され る。 そ こで,本 研 究 は,卵 成
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熟 過程 で観 察 され る卵 丘 膨 化 現 象 に着 目 し,ブ タ卵 成 熟 機 構 に お け る卵 丘 膨 化
に 関 わ る因子 を解 明 し,そ の 生 理 的役 割 を明 らか に す る こ と を 目的 と した。
第1章 ブ タ卵成 熟週 程 にお げ る 卵丘 膨 化 ど とアル ロ ン酸 の関 与
哺 乳動 物 の卵 成 熟過 程 で は,排 卵 の 直 前 に 卵丘 膨 化 現 象 が観 察 され る。 マ ウ
ス を中心 と した研 究 で,卵 丘 膨 化 は 卵 丘 細 胞 か ら分 泌 され た ピア ル ロ ン酸 が 卵
丘 細 胞 間 に蓄 積 す る こ とで 引 き起 こ され る こ とが 明 らか にな った。 本 章 で は,
ブ タCOCsの 体 タト成 熟培 養 に お け る卵丘 膨 化 と ピア ル ロ ン酸 の 関 与,さ らに は
卵成 熟 に お け る卵 丘 膨 化 の 影 響 に つ い て調 べ た。
屠 場 由 来 の ブ タ卵 巣 の2～5皿皿 の 卵胞 よ りCOCsを採 取 し,TCM-199の基礎 培
地 に101U/mleCGと10%ブタ 卵胞 液(pFF)を添 加 した成 熟 培 地 で培 養 した。経
時 的 に観 察 した結 果,COCsは培 養6～12時 ・問後 か ら顕 著 に膨化 し始 め,そ の程
度 は培 養48時 間 で最 大 とな った(Fig.1)。ピア ル ロ ン酸 の 蓄積 状 態 を ビオ チ ン
化 ピア ル ロ ン酸 結 合 タ ンパ ク 質(bHABP)で免 疫 染 色 した と ころ,卵 丘 膨 化 と同
様 に培 養6～12時 間後 か ら ピア ル ロ ン酸 が 卵丘 細 胞 間隙 に蓄積 し,培 養48時
間 ま で増 大 す る こ とが 観 察 され た(Fig.2)。ま た,卵 丘 膨 化 は ヒァ ル ロ ニ ダ ー
ゼ の添 加 や ピア ル ロ ン酸 合 成 阻 害 剤 で あ る6-diazo-5-oxo-horleucine(DON>
を添 加 す る こ とで 阻 害 され た(Fig。3)ことか ら,ブ タ 卵成 熟 過 程 で 観 察 され る
卵 丘膨 化 のCOCsマ トリ ック ス は ピア ル ロ ン酸 が 主 成分 で あ る こ とが示 され た。
さ らに,ブ タ卵 成 熟 に お け る卵 丘 膨 化 の影 響 を調 べ るた め,培 地 中g)pFFの
濃 度 を変 化 させ た と こ ろ(0～10%),pFF濃度 が減 少 す るに伴 い 卵 丘 膨 化 が 阻 害
され,同 時 に卵 成 熟 率 も低 下 した(Fig.4)。ま た,培 地 中 へ のDON(0～1.0皿M)の
添 加 に よ っ て ピアル 白 ン酸 合 成 を 阻 害 した と こ ろ,卵 丘 膨 化 お よ び卵 成 熟率 は
濃 度 依 存 的 に 阻 害 され た(Fig.5)。これ らの こ とか ら,卵 丘 膨 化 は ブ タ 卵 成 熟
と強 い 相 関 が あ り,特 にCOCsマ トリッ クス 内 の ピア ル ロ ン酸 が ブ タ卵 成 熟 に
重 要 な 因 子 で あ る こ とが 明 らか とな った。
第2章 ブタ 卵成 熟 過 程 仁 お げ る ピアル ロ ン酸 結 合 タ ンパ ク質 の検 出
第1章 の 結 果 か ら,ブ タ卵 成 熟 過 程 に お け る 卵丘 膨 化 は ピア ル ロ ン酸 の 蓄
積 に よ っ て引 き起 こ され'(いる こ とが 示 され,ま た,こ の ピア ル ロ ン酸 が 卵 成
熟 に 重 要 で あ る こ とが 明 らか とな った。 ピア ル ロ ン酸 は2つ の 糖 が繰 り返 し結
合 した単 純 な構 造 で あ る た め,ピ ア ル ロ ン酸 を主 成 分 とす る細 胞 タトマ トリ ック
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ス で は,ピ ア ル ロ ン酸 結 合 タ ンパ ク 質(HABP)の存 在 が 重 要 で あ る 。 そ こ で 本 章
で は,ブ タCOCsマ ト リ ッ ク ス のHABPの 検 出 と 同 定 を 行 っ た 。 ・
ピア ル ロ ン 酸 を マ ト リ ッ ク ス 内 に 保 持 す る た め に は,血 清 由 来 のHA8Pで あ
るSHAP(serurderivedhyaluronan-associatedprotein)が必 要 で あ る こ と が
報 告 さ れ て い る 。 そ こで,成 熟 培 地 に 添 加 す るpFF中 のSHAPを 検 出 した と こ
ろ,70kDaの 単 一 の バ ン ドが 検 出 され た(Fig.6A)。ま た,SHAPは 培 養6時 間
以 降 のCOCsの マ ト リ ッ ク ス 画 分 で検 出 さ れ,バ ン ドの 強 さ は 培 養 時 間 に 比 例
して 増 加 し た(Fig.6B)。この 変 化 は,第1章 で観 察 され た 卵 丘 膨 化 の 変 動 やCOCs
内 の ピア ル ロ ン 酸 蓄 積 の 増 大 と 一 致 す る こ と か ら,ブ タCOCsの 卵 丘 膨 化 で は,
COCsマ トリ ッ ク ス 内 にpFF中 のSHAPが 取 り込 ま れ,分 泌 さ れ た ヒァ ル ロ ン酸
が 保 持 さ れ,膨 化 が 促 進 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
SHAPは,HABPの 中 で 細 胞 タトマ トリ ッ ク ス 内 に 存 在 す る タ イ プ のHABPで あ り,
ピ ア ル ロ,ン酸 の 作 用 機 構 に 関 与 す る 可 能 性 は 低 い と考 え ら れ る。 そ こ で 次 に,
ブ タ 卵 成 熟 過 程 に お い'(ピ ア ル ロ ン酸 の 直 接 作 用 に 関 与 す るHABPの 検:出 と同
定 を行 っ た 。COCsに お け るHABPの 検 出 方 法 と して,ビ オ チ ン化 ピ ア ル ロ ン酸
(bHA)およ びFITC標 識 ピア ル ロ ン 酸(FITC-HA)をプ ロ ー ブ に し た2つ の リガ.ン
ドブ ロ ッ ト法 を 比較 し た 。 そ の 結 果,FITC-HA法 が 簡 便 で 感 度 も よ く,非 特 異
バ ン ドの 検 出 が な く,COCsのHABP検 出法 と して 適 し'(いた(Fig.7)。FITC-HA
法 を 用 い て,COCsのHABPに つ い て 詳 し く調 べ た と こ ろ,成 熟 後 のCOCsに お い
'(検:出さ れ た14本 のHABPバ ン ドの う ち
,180,120,85お よ び70kDaの4本
の バ ン ドはCOCsを ピア ル ロ ニ ダ ー ゼ で 処 理 し な か っ た 際 に 検 出 さ、れ な か っ た
こ とか ら,こ れ ら のHABPはCOCsマ ト リ ッ ク ス 内 の ピ ア ル ロ ン酸 と よ り密 接 に
結 合 し'(い る こ と が 示 さ れ た(Fig.8A)。特 に,85kDaのHABPに つ い'(は,未
成 熟 のCOCsで は 検 出 さ れ ず,成 熟 培 養 に 伴 い 発 現 す る こ と が 観 察 さ れ た
(Fig.8B)。そ こ で,こ の85kDaのHABPに 焦 点 を 」ぼ り,そ の タ ンパ ク 質:の同
定 を 行 っ た 。85kDaの 分 子 量 を持 つHABPと して,CD44が 考 え ら れ る こ とか ら,
抗CD44モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り免 疫 沈 降 処 理 を行 っ た後,ワ ガ ン ドブ ロ ッ
ト し た 結 果,85kDaのHABPは 消 失 した(Fig.9A)。さ ら に,同 抗 体 を使 用 し た
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析 で,85kDaに 単 一 の バ ン ドが 検 出 さ れ た(Fig.9B)こ
れ ら の こ と か ら,FITC-HA法で検 出 され た85kDaのHABPはCD44で あ る こ と
が 明 ら か と な っ た 。 以 上,COCsで 発・現 す るHABPの 中 で85kDaのHABPの み が
卵 成 熟 に 伴 い 発 現 し,こ のHABPはCD44で あ る こ と が 明 らか と な っ た 。
一84一
第3章 卵丘 膨 化週 程 に お げ るOP44の発現 どその関 与
第2章 に おい て,ブ タCOCsで発 現 す るHABPを検 出 し,卵 成 熟 に伴 う85kDa
のHA3PがCD44で あ る こ と を明 らか に した。 そ こで本章 で は,ブ タCOCsに お
け るCD44の発現 と その 局 在 を調 べ,さ らにCD44の卵 丘 膨 化 お よび 卵成 熟 に及
ぼ す 影 響 につ い て調 べ た。
ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析 お よ び免疫 染 色 法 に よ り,COCsで発 現 す るCD44は
卵 母 細 胞 で は検 出 され ず,卵 丘 細 胞 に 局 在 して い る こ とが 示 され た(Fig.10A
お よ びFig.11)。さら に,細 胞 分 画 法 に よ って 卵丘 細 胞 を核 画分,細 胞 質画分,
細胞 膜 画分 お よ び不溶 性 画分 に分 画 した と ころ,CD44は細 胞 膜 画 分 に強 く検:出
され た(Fig.10B)。これ らの こ とか ら,ブ タCOCsに おい てCD44は卵 丘 細胞 の
細胞 膜 で ピア ル ロ ン酸 受 容体 と して 発 現 して い る こ とが示 唆 され た。ま た,CD44
の 卵 丘 膨 化 お よ び卵 成 熟 へ の 関 与 を調 べ る ため,抗CD44抗 体(0～5.0μ9/ml)を
成 熟 培 地 に添 加 し'(ピア ル ロ ン酸 とCD44の 結 合 を阻 害 した と こ ろ,卵 丘膨 化
で は無 添 加 区 と各抗 体 濃 度 添 加 区 間 に有 意差 は認 め られ なか った が,卵 成 熟 率
は濃 度 に依 存 し'(有意 に 阻 害 され た(Fig.12)。これ らの結 果 か ら,CD44がブ タ
COCsでの 卵.丘膨化 で はな く卵 成 熟 に関 与 し,ブ タ 卵成 熟 機 構 に お い て卵 丘 膨化
は 必 要 十 分 条 件 で は な く,卵 丘 膨 化 時 の ピア ル ロ ン酸 とCD44の 結 合 が 必 須 で
あ る こ とが 示 唆 され た 。
ま た,体 タト成 熟 させ たCOCsと体 内 成 熟 させ たCOCsで 発現 す るCD44を ウ ユ
ス タ ンブ ロ ッ トに よ り比較 した と こ ろ,体 内成 熟 させ たCOCsのCD44の方 が低
分 子 量 で あ る こ とが わ か った(Fig.13A)。CD44のピア ル ロ ン酸 結 合 能 がCD44の
シア ル 酸 含 有 量 と相 関 す る こ とが 報 告 され て い る こ とか ら,体 タト成 熟 させ た
COCsの抽 出 タ ンパ ク質 を シア リダ ー ゼ処i理しCD44を検:出した とこ ろ,CD44の
分 子 量 は 減 少 し,体内 で成 熟 させ たCOCsの分 子 量 とほ ぼ 同 じで あ っ た(Fig.13B)。
この 結 果 は,体 タト成 熟 時 と体 内 成 熟 時 とで 発現 す るブ タCOCsのCD44の シア ル
酸:含量 に違 い が あ る こ と を示 し'(おり,こ れ らの こ とか ら体 タト成 熟 のCOCsと
体 内 成 熟 のCOCsで はCD44の ピア ル ロ ン酸 結合 能 力 や ピア ル ロ ン酸 の シグ ナル
伝 達 能 力 に違 い が あ る可 能性 が 示 唆 され た。 体 タト成 熟 のCOCsは 体 内 で成 熟 さ
れ たCOCsと 比べ,卵 丘 膨 化 の程 度 が 小 さい こ とや 成 熟 率 と発 生 率 が低 い こ と
が報 告 され て い る こ とか ら,こ の分 子 量 の差 が その原 因 の ひ とつ で あ る可 能 性
が 高 い と考 え られ た。
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第4章 ブ タ 卵成 熟 機 構 に お け る と:アル ロ ン酸 一ω44系 の役 割
第2章 まで の 結 果 か ら,ブ タ卵 成 熟 過 程 で観 察 され る卵丘 膨 化 が 卵 威 熟 に関
与 し,特 に,卵 丘 膨 化 時 に お い て ピア ル ロ ン酸 がCD44に 結 合 す る こ とが 重 要
で あ る こ とが 明 らか とな っ た。 しか し,第3章 の 結 果 か ら,CD44は卵 母 細胞 で
は発 現 し'(おらず,卵 丘 細 胞 に 局 在 して い た こ とか ら,ピ アル ロ ン酸 の 卵 成 熟
誘 導 作 用 は卵 丘 細 胞 を介 して 卵母 細 胞 に働 い て い る こ とが 推 察 され た。 細 胞 間
の 情 報 伝 達 手 段 と して は ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ンに よ る伝 達 が報 告 され て い る。
そ こ で 本 章 で は,ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ン タ ンパ ク 質 で あ る コ ネ キ シ ン43
(Cx43)に着 目 し,ブ タ 卵 成 熟 機 構二に お け る ピア ル ロ ン酸一CD44系の 役 割 につ
い て 調 べ た。
ウ ェス タ ンブ ロ ッ ト解 析 に よ りCx43発現 を経 時 的 に調 べ た と ころ,対 照 区,
DON添加 区,抗 体 添 加 区 の い ず れ に お い て も,培 養3時 間後 に 発現 が増 加 し,
そ の 後 は徐 マ に 発 現 が 減 少 した(Fig.14A)。一 般 に,Cx43で 構二成 さ れ る ギ ャ ッ
プ ジ ャ ン ク シ ョ ン はCx43の あ る特 定 の2箇 所 の チ ロ シ ン 残 基(Cx43-Y247』お よ
びCx43-Y265)がリ ン酸 化 さ れ る こ と で,Cx43ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ンが 閉 鎖 す
る こ と が 明 ら か に な って い る こ と か ら,ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析 に よ りチ ロ シ
ン残 基 が リ ン酸 化 され たCx43(Cx43pY)の検 出 を行 っ た 。 そ の 結 果,対 照 区 で
は 培 養3時 間 後 か ら培 養24時 間後 ま で検 出 され た の に 対 し て,DON添 加 区 お よ
び 抗 体 添 加 区 で は,培 養6～12時 間 にCx43pYの発 現 が 急 激 に 減 少 した(Fig.14B)。
培 養6～12時 間 と い う時 間 帯 は,卵 丘 膨 化 が 引 き起 こ さ れ る 時 間 帯 と 一 致 す る
こ と か ら,卵 丘 膨 化 時 に お け る ピ ア ル ロ ン酸 一CD44系がCx43の チ ロ シ ン リ ン酸
化 を誘 導 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。ま た,ピ ア ル ロ ン酸 一CD44系の 作 用 とCOCs
で の ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク シ ョ ン 閉 鎖 と の 関 係 を 解 析 す る た め,卵 母 細 胞 内c棚P
濃 度 に 及 ぼ す ピ ア ル ロ ン酸 一CD44系の 影 響 を調 べ た と こ ろ,対 照 区 の 卵 母 細 胞
内c曲IP濃 度 は,培 養6時 間 後 ま で 上 昇 し,そ れ 以 降 急 激 に 減 少 す る 傾 向 が み
ら れ た 。 一 方,DON添 加 区 お よ び 抗 体 添 加 区 で は,対 照 区 と 同 様 に 培 養6時 間
後 ま でc鯉P濃 度 が 上 昇 した が,そ の 後c曲IP濃 度 は 対 照 区 と 比較 して 緩 や か に
減 少 す る 傾 向 が 観 察 さ れ た(Fig.!5)。以 上,卵 母 細 胞 内c蝋P濃 度 の 減 少 は,cOCs
で の ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ン の 閉 鎖 に よ っ て 引 き お こ さ れ,ブ タCOCsの 成 熟
過 程 に お い て 卵 丘 膨 化 時 の ピ ア ル ロ ン 酸 一CD44系は ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ン の
閉 鎖 を 促 す 作 用 を 持 って い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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卵 成 熟 過 程 に おい て,COCsでの ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョ ンの 閉 鎖 は,卵 丘 細 胞
で産 生 され たcAMPを始 め とす る卵 成 熟 押制 物 質 の 卵母 細 胞 へ の 供 給 を遮 断 し,
卵 母 細 胞 内のMPF活 性 を上 昇 させ,卵 母 細 胞 の減 数 分 裂 を再 開 させ る こ とが 考
え られ る。 そ こで,MPF活 性(p34cdc2kinase活性)お よび減 数 分 裂 再 開 に 及 ぼ
す ピア ル ロ ン酸一CD44系の影 響 を調 べ た。 その 結 果,MPF活 性 は 対 照 区 で は 培
養12時 間後 に上 昇 し始 め たの に対 して,DON添 加 区 お よ び抗 体 添 加 区 で はMPF
活 性 の よ 昇 は検 出 され な か った。 ま た,培 養24時 間 で はい ず れ の 実験 区 に お
い て もMPぎ活性 の上 昇 は検 出 され たが,対 照 区 と比べDON.添加 区 お よ び抗 体 添
加 区 で は有 意 に 阻 害 され た(Fig.16)。ま た,減 数 分 裂再 開 は い ず れ の 実験 区 で
も培 養24時 間後 に誘 起 され たが,対 照 区 と比べDON添 加 区 お よ び抗 体 添 加 区
で は 有 意 に 阻 害 され た(Fig.17)。これ らの 結 果 か ら,卵 丘 膨 化 時の ピア ル ロ ン
酸 一CD44系は,COCsでの ギ ャ ップ ジ ャ ン ク シ ョン閉鎖 を促 す こ とで,減 数 分 裂
再 開 を誘 導 して い る こ とが 明 らか とな った。
総 括
本 研 究 は,ブ タ 卵 成 熟 機 構 に お け る 卵 丘 膨 化 機 構 に っ い て 解 析 を行 い,以 下
の こ と を 明 らか に した 。
1.卵 成 熟 過 程 に お け る 卵 丘 膨 化 のCOCsマ ト リ ッ ク ス の 主 成 分 は ピ ア ル ロ ン
酸 で あ り,ピ ア ル ロ ン 酸 がCOCs内 に 保 持 さ れ る こ と が 卵 成 熟 に 重 一要 で あ
る こ と を 明 ら か に した 。
2.卵 丘 膨 化 過 程 に お い て,ピ ア ル ロ ン 酸 はSHAPに よ ってCOCsマ ト リ ッ ク ス
内 に保 持 さ れ て い る こ と'を示 し た 。 ま た,COCsに お い て 卵 成 熟 に 伴 い 新 た
に 発 現 す る85kDaのHABPを 検:出 し,そ れ がCD44で あ る こ と を 明 ら か に
し た 。
3.CD44は,卵 丘 細 胞 の 細 胞 膜 に 局 在 し卵 丘 膨 化 時 に お い'(ピ ア ル ロ ン酸 と結
合 し,こ の 結 合 が 卵 成 熟 に 重 要 な 働 き を して い る こ と を 明 ら か に し た 。 ま
た,体 タト成 熟COCsと 体 内 成 熟COCsで 発 現 す るCD44で 分 子 量 が 異 な る こ
と が わ か り,ピ ア ル ロ ン 酸 結 合 能 力 や ピ ア ル ロ ン酸 シ グ ナ ル 伝 達 能 力 に 違
い が あ る可 能 性 を 示 唆 し た 。
4.卵 丘 膨 化 時 の ピア ル ロ ン酸 一CD44系の 作 用 はCOCsで の ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク シ
ョ ン タ ンパ ク 質Cx43の チ ロ シ ン リ ン酸 化 を誘 導 し,COCsで の ギ ャ ッ プ ジ
ャ ン ク シ ョ ン を 閉 鎖 さ せ る こ と で 卵 母 細 胞 の 減 数 分 裂 を再 開 させ る こ と を
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明 らか に した。
本 研 究 の 結 果 は,ブ タCOCsにお い て卵 丘 膨 化 時 の ピア ル ロ ン酸 一CD44系が 卵
成 熟 に 関 与 す る こ と を明 らか に した初 め て の報 告 で あ り,本 研 究 で得 られ た知
見 はブ タ体 タト成 熟培 養技 術 の確 立 に 大 き く貢'献す る もの で あ る。
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Fig.6.DetectionofSHAP.(A)One
ｵlpFFtreatedwithNaOHwas
subjectedtowesternblotanalysis.
(B)TenculturedCOCswere
digestedwithHAase,and
supernatant(matrixextract)and
pellet(cellextract)weresubjected
towesternblotanalysis.Lanesm
andcrepresentmatrixandcell
extracts,respectively.The
arrowheadsindicateSHAP:
Fig.7.DetectionofHABPsbytwoligand
blottingmethods.Totalproteinswere
visualizedbysilverstaining(A),andHABPs
weredetectedbyligandblottingusingbHA
(B)orFI丁C-HA(C)aftertransferto
membrane.Theextractsof50porcineCOCs
wereseparatedby8%SDS-PAGEunder
nonreducingcondition(lanes2,4,5,7).
BovinenasalcartilageHARPwasusedasa
positivecontrol(lanes1,3,6).Asanegative
control,themembranewasincubatedonly
withStreptavidinhorseradishperoxidase
(lane5).ThearrowheadsindicatetheHABP
bands.Theopenedarrowheadsindicatenon-
specificbandsinbHAmethod.
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Fig.8.DetectionofHABPsusingligandblottingwith
FITC-HAmethod.(A)FiftyculturedCOCswere
digestedwithorwithoutHAase,andthesupernatant
wassubjectedtoligandblotting.HAasetreatment
resultedintheappearanceof4HABPbands(70,85,
120and180kDa).(B)Theextractsfromporcine
COCsatOh{lane1),24h(lane2)and48h(lane3)
aftercultureweresubjectedtoligandblotting.
ThirteenbandsofHABPsweredetectedinCOCs
beforeculture(lane1)and14bandsofHABPswere
detectedinbothCOCs24hand48hafterculture
(lanes2and3).Particularly,thebandof85-kDa
HABPwasdetectedinCOCs24hand48hafter
culture(arrowhead).
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Fig.9.Identificationofthe85-kDaHABPinporcine
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specificmonoclonalantibodyfromtheCOCs
extracts,andthenthesupernatantwasappliedto
ligandblottinganalysisusingtheFITC-HAmethod
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westernblotting.ThearrowheadindicatesCD44.
(B)AnalysisofCD4410calizationbycell
fractionation.COCswereseparatedintofour
fractionsbycellfractionationtechnique.Lane1,
nucleiandcelldebrisfraction;lane2,cytoplasm
fraction;lane3,membranefraction;lane4,
insolublefraction.ThearrowheadindicatesCD44.
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Fig.12.Effectofanti-CD44antibodyoncumulusexpansion
(o)andoocytematuration(.一一一.).COCswerecultured
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Fig.13.WesternblotanalysisforCD44expressionofporcineCOCs.(A)Lane1,immature
COCs;lane2,COCsmaturedinvitrofor48h;lane3,0vulatedCOCs;lanes4-6,
aspiratingCOCsfromfullygrownfollicles.(B)DesialylationofCD44derivedfrominvitro
maturedCOCs.Lane1,COCsnottreated;lane2,COCstreatedwithneuraminidase;
lane3,COCstreatedwithwater.
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superscriptsdenotesignificantdifferences(p<0.05).
Datarepresentmean一*S.D.
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Fig.17.EffectsofDONandanti-CD44antibodyon
GVBD.COCswereculturedupto24hwith1.OmM
DONor5.Ouglmlanti-CD44antibody.Different
superscriptsdenotesignificantdifferences(p<0.05).
DatarepresentmeanｱS.D.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
卵成熟過程 にお いて,卵 丘細胞一卵母細胞複合体(COCs)の細胞 間マ トリックスが著 し く膨化する現
象が観察 され る。 この現象は卵丘膨化 と呼ばれる。卵丘膨 化は,ほ とんどの哺乳動物 の卵成熟過程で共
通 に観察 され ることや,体 内における卵 成熟過程 のみ ならず,体 外成熟培養 した時 にも認 め られること
か ら,卵 成熟 において重要 な役割 を果た しているこ とが推察 されるgそ こで,本 研 究では,卵 成熟過程
で観察 され る卵丘膨化現象 に着目 し,卵 成熟機構 における卵丘膨化の役割についてブ タを用 いて解析 し,
以下 の ことを明 らか に した。
1)卵成熟過程 における卵 丘膨化のCOCsマ トリックスの主成分は ビアルロ ン酸であ り,ビ アル ロン酸
がCOCs内 に保 持 され るこ とが卵 成熟 に重要 であ る。2)卵 丘膨 化過程 におい て,ビ アル ロン酸 は
SHAPによってCOCsマ トリックス内 に保 持 されている。 また,FITC一ビアルロ ン酸 を用 いた リガ ン
ドブロ ッ ト法に よりCOCsにおいて卵成熟 に伴い新 たに発現す る85kDaのビアルロン酸結合 タンパ ク
質を検出 した。 また,そ れはCD44と同定 された。3)CD44は卵母細胞では発現 してお らず,卵 丘細胞
の細胞膜 に局在 している。 また,卵 成 熟において卵丘膨化 は必要十分条件 ではな く,卵 丘膨 化時の ピア
ルロン酸 とCD44の結合が卵成熟に重要な働 きを していた。更に,体 外成熟COCsで発現す るCD44は
体内成熟COCsで 発現するCD44よ りもビアルロン酸結合能力が低 い可能性が示 され,こ の ことが体外
成熟COCsが 体 内成熟COCsと 比べ て受精率 ・発 生率が低 い原 因の一つであ るこ とが示唆 された。
4)卵 丘膨化時 の ビアルロ ン酸一CD44系の作用 はCOCsで のギ ャ ップジャンクションタンパ ク質 ・コ
ネキシ ン43のチ ロシンリン酸化 を誘導 し,COCsでのギャ ップジャンクシ ョンを閉鎖 させ ることで卵母
細胞の減数分裂 の再 開を誘起 させ る。
本研 究の結果は,ピ アル ロン酸一CD44系が卵 成熟 に関与す ることを明 らか に した初めての報告 であ
る。 また,本 研究 で得 られた知見 は哺乳動物 の体外成熟培養技術の確立に大 きく貢献 する ものであ る。
このこ とは応用動物科学,動 物生殖 科分野 において高 く評価 され る。 よって博:士儂 学)の 学位 を授与
で きる もの と判定 した。
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